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はじめに
　イノシトールリン脂質代謝系の歴史は、古く1953
年に、Hokin夫妻により膵臓の切片をアセチルコリン
で処理した時に充進ずることが見出された所から始
まる。その後、1978年にMichellによってカルシウム
ゲート説が提唱され、イノシトールリン脂質代謝の役
割として、カルシウムを細胞内へ流入させることが示
唆された。1980年代半ぼには、英国のBerridgeらによ
るイノシトール1，4，5一三リン酸（（1，4，5）IP3）の発
見1）、本邦の西塚らによるジアシルグリセロール
（DAG）によるプロテインキナーゼC（PKC）の活性
化の発見2）と続き、現在のイノシトールリン脂質代謝
系の骨格が判明する。即ち、細胞外からの刺激を細胞
膜上の受容体で受け取ると、ホスフォリパーゼC
（PLC）が活性化し、リン脂質であるホスファチジルイ
ノシトール4，5一ニリン酸（PI（4，5）P2）を分解して二
つのセカンドメッセンジャー、（1，4，5）IP3とDAGが
産生される。（1，4，5）IP3は細胞内カルシウム貯蔵器官
である小胞体上の（1，4，5）IP3受容体に結合し、細胞内
カルシウム動員を誘導し、カルシニューリン、カルモ
ジュリンキナーゼなどカルシウム依存的なタンパク
質を活性化する。また、DAGは、　PKCを活性化し、
PKCは種々の蛋白質のセリン、スレオニン残基をリ
ン酸化することによりシグナルを伝達する。
　イノシトールリン脂質代謝系は、当初はホルモンや
神経伝達物質の細胞内情報伝達系の一つとして考え
られていたが、血小板由来増殖因子（PDGF）など増
殖因子刺激時にイノシトールリン脂質代謝系の充進
が生じる事、更に癌遺伝子による癌化のシグナルが増
殖因子のシグナルと同一であることが認識されると、
一躍脚光を浴びることになった。また、こうしたイノ
シトールリン脂質代謝系の基本的なシグナル伝達経
路の他、PI（4，5）P2からPI（3，4，5）P3を産生する酵素、
PI3キナーゼがCantleyらによって1988年に発見さ
れ3）、現在ではインスリンによる糖代謝や癌化との深
い関連性から、臨床的な側面でも非常に注目されてい
る（Fig．1）。
　本稿では、この代謝系のトリガーを引く酵素である
PLCの全体像を概説した後、我々が長年解析してきた
デルタタイプPLCの個体での生理機能について考察
してみたい。デルタタイプPLCは、粘菌、酵母にも存
在するなど進化的に最も古くから出現していること
から、生物の基本的な生命現象に関与する可能性が高
いと考え、我々は種々な遺伝子欠損マウスを作製する
ことにより機能解析を行ってきた。その結果、全く予
想しなかった表現型を持つことが判明し、新たな生理
機能に関与することが明らかになってきた。
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Phosphatidyl　inositol　turnoverPLC　is　a　key　enzyme　in　phosphatidyl　inositol　turnover　and　generates　two　second　messengers，
（1，4，5）IP3　and　DAG丘om　PI（4，5）P2　in　response　to　activation　of　receptors　by　hormones，　neurotransmitters，　growth　factors，
so　on．　（1，　4，　5）IP3　induces　calcium　mobilization，　and　DAG　induces　activation　of　protein　kinase　C．　PI（4，　5）P2　is　a　substrate
for　PLC，　and　PI　3－kinase．　ln　addition，　PI（4，5）P2　directly　regulates　a　variety　of　cell　functions，　including　cytoskeletal
reorganization，　traflicking，　and　channel　activity．　PTEN：　tumor　suppressor　protein，　SHIP：　SH2　containing　phosphatase，
SKIP：　skeletal　muscle－rich　inositol　phosphatase，　PA：　phosphatidic　acid，　PLD：　phospholipase　D，　PLA2：　phospholipase
A2，　LysoPA：　lyso－phosphatidic　acid
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Fig．　2　Structure　of　PLC　isozymesPLC　isozymes　are　categolized　into　five　groups．　Catalytic　and　regulatory　domains　are　shown．　PH：
　　　　　　pleckstrin　homology　domain，　EF：　EF－hand　domain，　X　and　Y　domain：　PLC　catalytic　domain，　C2：　C2　domain，　PDZ：
　　　　　　PDZ－binding　motif，　SH：　src　homology　domain，　RasGEF：　Ras　GTPase　exchange　factor－like　domain，　RA：　Ras　associating
　　　　　　domain，　Tyr－P，　phosphotyrosine　residues，　pro－rich：　prolin－rich　sequence
ホスフォリパーゼCの構造と活性制御機構
　　哺乳動物では現在、ll種類のPLCアイソザイムが
報告されている。PKC、　PIキナーゼ、　DAGキナーゼ、
PLA2などと同様、多くのアイソザイムで構成されて
いることは、生理機能の重要性を示唆するものであ
る。これらはアミノ酸の一次配列、活性制御機構から
βタイプ（β1－4）、γタイプ（γ1，2）、δタイプ（δ1，3，
4）、εタイプ、ζタイプに分類される4）一6）（Fig．2）。
　　βタイプは、三量体型のGタンパク質で活性が制御
（2）
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され、PLCの基本構造であるPHドメイン（細胞膜へ
の局在に関与）、EFハンドドメイン（カルシウムが結
合）、XとYドメイン（活性ドメイン）、　C2ドメイン
（リン脂質の結合、細胞膜への局在に関与）の他にC
三三に長いアミノ酸を持つ。ヒトゲノムプロジェクト
が終了し、三量体型のGタンパク質に制御されると考
えられるリガンド不明なオーファンリセプターが数
多く存在することが判明したが、これらの多くにβタ
イプPLCが関与していると予想される。γタイプは、
チロシンキナーゼによって主に活性が調節され、Xと
Yドメイン問にリン酸化チロシンを認識するsrc
homology（SH）2ドメイン、プロリンリッチな配列を
認識するSH3ドメインを有している。こうしたドメ
イン構造を介して、タンパク質一タンパク質問での情
報の受け渡しが行われている。これに対して構造上最
も単純なδタイプは、カルシウムに対する感受性が高
く、50－100　nMの生理的濃度のカルシウムで活性が調
節されている可能性は示唆されるが、未だはっきりし
た制御機構はわかっていない。εタイプは、癌遺伝子
のRasタンパクによって活性が調節されると同時に
Ras関連タンパクの活性を制御していると考えられ
る7）・8）。PLCεのC端にはRasタンパクの結合部位で
あるRas　associating（RA）ドメインを持ちRasタン
パクのエフェクターとなるが、N端には逆にRasタン
パクの活性を制御するRas　GTP　exchange　factor
（GEF）様ドメインを持ち、　Rap　lのレギュレーターと
しても働く非常に特色のあるPLCである。ζタイプ
はδタイプのN端に存在するPHドメインを欠いた
構造をしているが、やはりカルシウムに対する感受性
が高い。
ボスフォリパーゼCβタイプ及びγタイプの
　　　　　　個体での生理機能
　こうした各種PLCアイソザイムの生理機能は、遺
伝子欠損マウスを解析することにより明らかになっ
てきている。現在までに、PLCβタイプの4種類
（PLCβ1－4）、γタイプ2種類：（PLCγ1、　PLCγ2）とδ
タイプでの2種類（PLCδ1、　PLCδ4の遺伝子欠損マ
ウスが作製されている。興味深いことは、11種類もの
アイソザイムがありながら、それぞれのアイソザイム
の遺伝子欠損マウスは、特有の表現型を示すことであ
る。このことは、機能を相補し合いながらも、独自の
機能を持っていることを示すものである（Table　l）。
　一番初めに作製されたのは、PLCβ4遺伝子欠損マ
Table　l　Fukami
i…ym・・10C秩B謹an regulationmechanism distribution function　from　KO　mice
PLCi（31 202
Gaq
Pl（3）P
brain（cerebrum，　hippocampus）　induce　epilepsy
adrenal　gland，　lung，　parotid　gland　（inhibitory　neuron）
PLC，82
15
2 Gtw，　Gaq
hematopoiotic　cells
（neutrophill，　platelet）
chemoattactant－induced
superoxide　production
PLCI（33
11
19
G67，　Gevq，
PDZ－motif
brain，　liver，　parotid　gland，
platelet pt－opioid－mediated　response
PLC，（34 202 Gaq brain　（cerebellum，　retina）visual　response，　ataxia，long－term　depression
PCL71 202
tyrosine　kinase，
Pl（3，　4，　5）P3，　Tau Iung，　thymus，　brain　（neuron）embryonic　lethality
PCL72 168 tyrosine　kinase，Pl（3，　4，　5）P3 spleen，　thymus，　lung B　cell　development
PLC61 39 calcuim，　GahPl（4，　5）P2
brain，　heart，　lung，　testis，
skeletal　muscle，　spleen
skin　stem　cell
lineage　determination
PLC63 1711 calcium，　cAMP　skeletal　muscle，　heart，Pl（4，5）P2，　phosphatidic　acid　brain
PLC64 21 calcium　　　ラPl（4，5）P2 testis，　brain，　skeletal　muscleacrosome　reactionin　sperm
PLCE 1019 Ras，　Gfi7，　Ga12 1ung，　liver　heart，　skeletal　muscle
PLCg 126 calcium sperm
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Fig．3　Phenotype　of　PLCδ1－deficient　mice　A：Dorsal　view　of　35－month－old　wild－type（十／十）and　PLCδ1－deficient（一／一）mice．
　　　HE　staining　of　dorsal　skin　sections　from　wild－type（十／十）　（B）　and　PLC61－deficient（m／一）（C）　mice　at　8　days　of　age．　Arrow
　　　（C）　indicates　hair　canal　occlusion　by　differentiated　keratinocytes．　lmmunohistochemical　staining　of　wild－type　（D）　and
　　　PLCδ1－deficient（E）mice　at　8　days　of　age　with　a　polyclonal　anti－PLCδ1　antibody。
ウスである。PLCβ4は元々ショウジョウバエの視覚
受容体であるnorpAと相同性が高く、哺乳動物で1よ
網膜に存在することから、視覚に関係することが予想
されていたが、実際1996年に、PLCβ4遺伝子欠損マ
ウスは視覚シグナルの異常によって目が見えないマ
ウスであることが報告された9）。また1997年には、別
なグループが、小脳の発育不全によって運動失調を引
き起こすことを報告している10）。更にPLCβ4は小脳
においてグルタミン酸受容体を介した長期抑制にも
関与することが示唆されている11）。一方PLCβ1遺伝
子欠損マウスでは、大脳皮質の形態の異常とてんかん
発作が観察され、PLCβ1はムスカリン性アセチルコ
リン受容体の下流で機能すると考えられている10）。こ
うしたマウスに続いて1999年には、PLCβ3遺伝子欠
損マウスはミューオピオイド刺激に対して反応が充
進していること12）、2㎜年には、PLCβ2遺伝子欠損マ
ウスでは好中球でのfMLP刺激によるCa2＋遊離や
スーバ川町キシド産生低下や味覚シグナル異常13）が
報告されている。
　一方、PLCγ1遺伝子欠損マウスは、胎生9日で致死
になることが1997年に判明した14）。死因については明
らかではないが、PLCγ1遺伝子欠損胎児由来線維芽
細胞は、上皮由来増殖因子（EGF）に反応しないこと
から、P：LCγ1は初期の形態形成に非常に重要な役割
を持つと考えられる。またP：LCγ2遺伝子欠損マウス
では、成熟B細胞数の減少が観察され、proBからpreB
への移行が阻害されている15）。またこうしたB細胞は
IgMによるカルシウムの上昇や増殖の阻害も観察さ
れ、PLCγ2はB細胞の分化と機能に重要な酵素であ
ることが判明した。
ボスフォリパーゼCδ1は皮膚幹細胞の
　分化制御に不可欠な酵素である
　PLCδ1は、臓器全般に発現しているが、特に脳、心
臓、骨格筋、精巣に強い発現が見られる16）。加吻0で
の解析は多いが、どの様な生理的機能を持つかが明ら
かにされてなかったので、我々はPLCδ1遺伝子欠損
マウスの作製を試みた。活性部位であるX及びYド
メインに対応する遺伝子配列をネオマイシン耐性遺
伝子に置き換えたターゲティングベクターを用いる
ことにより、PLCδ1遺伝子欠損マウスを作製した。正
確に遺伝子が欠損されていることをサザンプロッテ
ィングおよびウエスタンプロッティングで確認した。
その結果、体毛のないマウスが得られた17）（Fig，3A）。
　PLCδ1遺伝子欠損マウスは生後8日目より体毛の
減少が観察され、皮膚切片のヘマトキシリン／エオジ
ン（HE）染色では、毛管が穎粒細胞様の分化したケラ
チノサイトにより塞がれ、毛が体表まで出られない様
子が観察された（Fig．3B，　c）。また、　PLCδ1遺伝子欠
損マウスの表皮が、野生型マウスと比べ厚くなってい
る様子が観察されたのでプロモデオキシウリジン
（BrdU）の取り込みにより、ケラチノサイトの増殖能
を検討した結果、PLCδ1遺伝子欠損マウスの皮膚で
は、BrdUを取り込んだケラチノサイトの数が増加し
ていた。更に、PLCδ1の皮膚における局在を検討した
ところ、角質層を除く表皮の全層と毛包の上部のケラ
チノサイトに強いシグナルが観察されたことから
（Fig．3D，　E）、　PLCδ1は表皮におけるケラチノサイト
（4）
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Fig．4　Changes　in　downstream　signaling　in　PLC61－deficient　primary　cellsA：　Keratinocytes　from　wild－type　（十／十）　and　PLC61－
　　　　　　deficient　（一／一）　mice　differentiated　for　72　h　were　stimulated　with　1．6　mM　CaC12．　Fluorescence　ratio　（F340／F3so）　imagings
　　　　　　（upper　panels）and　time　courses　of［Ca2＋］imobilization（lower　panel）are　shown．　Immunohistochemical　detection　of　active
　　　　　　PKC　in　dorsal　skin　sections　from　wild－type（十／一ト）（B）and　PLCδ1－deficient（一／一）（C）mice　at　8　days　of　age．　Green
　　　　　　corresponds　to　antibody　staining，　and　red　corresponds　to　PI　（BO－PRO－3）　staining．　Localization　of　NF－xB　（p50）　in　dorsal
　　　　　　skin　sections　from　wild－type（十／十）（D）and　PLCδ1－deficient（一／一）（E）mice．　Arrows（D）indicate　nuclear　localization
　　　　　　of　p50　in　normal　skin．
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Fig．5　Histochemical　analysis　of　skin　sections　from　wild－type（十／十）and　PLC61－deficient（一／一）mice．　Cyst　formation（B　and　F）
　　　　　　and　sebaceous　gland　hyperplasia（D）are　observed　by　HE　staining　in　PLCδ1－deficient　mice．　Similarities　between　and　hair
　　　　　　follicle－derived　cysts　（P）　and　normal　interfollicular　epidermis　（O）　were　examined　by　ultrastructural　analysis　（G　and　H）　and
　　　　　　immuno－fluorescent　analysis　（1－N）．　Arrows　indicate　desmosomes．　Arrowheads　indicate　keratohyalin　granules．　Green
　　　　　　corresponds　to　antibody　staining，　and　red　corresponds　to　PI　（BO－PRO－3）　staining．　K　l：　cytokeratin　1　（1　and　J），　K5：
　　　　　　cytokeratin　5（K　and　L），　lor：　loricrin　（M　and　N）．　Arrows　（N）indicate　aberrant　K　l　loricrin　expression　in　hair　follicle－derived
　　　　　　cysts．
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の増殖制御に重要な役割を担っていることが明らか
になった。
　イノシトールリン脂質代謝の基本的役割の1つは、
細胞内でのカルシウム上昇を制御することである。そ
こで、PLCδ1遺伝子欠損マウス由来のケラチノサイ
トを用いて、分化誘導をもたらす細胞外のカルシウム
刺激時の細胞内のカルシウム濃度の変化を調べてみ
ると、PLCδ1遺伝子欠損マウス由来のケラチノサイ
トでは、カルシウム濃度上昇が持続しないことが判明
した（Fig．4A）。また持続的なカルシウム濃度の上昇
はカルシニューリンを活性化し、NFAT活性を上昇さ
せることが知られているので、NFATの転写活性をル
シフェラーゼ活性の測定により調べてみたが、PLCδ1
遺伝子欠損マウス由来のケラチノサイトではPLCδ1
の発現してくる時期においてNFAT活性が低下して
いた。次に、PLCのもう一つの下流シグナル分子であ
るPKCの活性化を免疫染色により検討した（Fig．4B，
C）。PLCδ1遺伝子欠損マウスの皮膚においては、活性
化の指標であるリン酸化PKCのシグナルがほとんど
見られなかった。更にPKCやカルシウムで活性化さ
れ、核へ移行することが知られているNF－kBの局在
を検討したところ、野生型マウスの表皮ではNF－kB
の核での局在が見られるのに対し（Fig．4D）、　PLCδ1
遺伝子欠損マウスの表皮においては、核での局在が観
察されなかった（Fig，4E）。これらの結果は、PLCδ1が
ケラチノサイトにおけるカルシウム動員とPKC及び
その下流のシグナルを制御し、こうしたシグナル伝達
の異常が、表皮、毛包におけるケラチノサイトの過増
殖を引き起こしている可能性を示唆している。
　生後15日目になると、PLCδ1遺伝子欠損マウスの
皮膚では脂腺が非常に発達し、毛包はほほ原形をとど
めなくなり、空胞様のcystという構造が多数観察され
た（Fig．5A－F）。この構造物は内部が角質で満たされ
ており、その外側にケラトピアリン穎粒を持った細胞
層が存在するなど、正常な表皮とよく似た構造を示し
ていた。電子顕微鏡で正常な表皮とcystの構造を比較
みると、本来は表皮の有棘層のみに見られるデスモ
ソームがcystを構成している細胞にも存在している
ことが確認された。又、表皮の穎粒細胞のみにみられ
るケラトピアリン穎粒もcystの細胞に存在していた
（Fig．5G，　H）。更に、表皮では体表へ向かって、　K5，　Kl，
loricrinの順に分化マーカーが発現しているので、こ
れらの分化マーカーでcystを染色してみると、表皮と
同様に、外側から中心に向かってK5，　K　l，loricrinの順
脳胞く毒
蛾く懇〉腫瘍の形成
Fig．6　PLCd61　is　required　for　the　determination　of　skin　stem
　　　cell　lineage．ln　wild－type　skin，　stem　cells　differentiate　into
　　　hair　follicles，　interfollicular　epidermis　and　sebaceous
　　　glands　with　finely　tuned　balance，　whereas　in　the　absence
　　　of　PLC61，　the　hair　follicle　differentiation　pathway　was
　　　suppressed　and　instead，　stem　cells　preferentiaily
　　　differentiate　into　interfollicular　epidermis　and　sebaceous
　　　gland，　which　result　in　formation　of　hair　follicle－derived
　　　cysts　and　tumors．
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Fig．　7　Calcium　oscillations　in　eggs　are　abolished／delayed　after
　　　insemination　with　PLC64－deficient　sperm．　Typical
　　　patterns　of　calcium　oscillations　in　eggs　inseminated　with
　　　wild　sperm（十／十，　upper　panel）or　PLCδ4－deficient
　　　sperm　（一／一，　lower　panel）　are　shown．　The　arrow
　　　denotes　the　time　of　sperm　addition．　Scale　bar：　O．5　delta
　　　F／F．
に分化マーカーが発現していた（Fig．51－N）。これらの
結果は、PLCδ1遺伝子欠損マウスに見られるcystは
表皮と非常によく似た構造をしていることを示して
いる（Fig．50，　P）。
　cystの形成は、β一カテニンのシグナルを抑制したマ
ウスの皮膚にも観察され、皮膚の幹細胞の分化の方向
性の制御異常に起因することが報告されている’8）。幹
細胞の分化異常はしぼしぼ腫瘍の形成を引き起こす
（6）
2005年1月 深見他1名：イノシトールリン脂質代謝酵素の生理的重要性 一　15　一
A c
　　　・．∴／蘇：“等
　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　サ　　・・㌦袴・や　　．．量．、．
肇F　　　　輪・・‘・　　菰灘s◎
，　　　　　‘　・　　　　　；
～　　　。∵、，・・∫ご黛
ゼ㌧∵ぎ・や7㍉か
B　　FIT（） 騎騨 PG
TG
A嚢
昌昌
難r葺騒h童麟横麟 AR
“f”
慈rl窪魏繕｛き紹
D
le　．．
ほ冨尋
粥φ
　昼⑰卜．．一
露
ひ☆
．2
二
目　‘ゆIL一一・一・・一一・
糞
　　　　　ア　コア§3虞…・…
8　i
ゆ　　く
レ　がしほ　　コ　　Qi
　融＿一，4
　　i　膨暴39．
　。i銑
　　DMso　　ZP
輌シ．19i
醸，
　ドタが　
　；n
覇∫
G
麟｛呈
マ¢．
Fig．　8　PLC64plays　an　essential　role　in　acrosome　reaction．lmmunohistochemical　staining　was　performed　on　testicular　sections　（A）　and
　　　　spe㎜（B）of　wild－type　using　an　anti－PLCδ4　polyclonal　antibody．　C：Wild－type（十／十）and　PLCδ4－deficient（一／一）sperm
　　　　were　treated　with　1．0％　dimethyl　sulfoxide　（DMSO），　3　Zp／＃1　solubilized　mouse　ZP　（ZP），　100　pt　M　progesterone　（PG），　or　5　”M
　　　　thapsigargin（TG）for　l　5　min　at　32℃in　the　presence　of　2μM　AIexa　Fluor　594－conjugated　SBTI　to　monitor　the　occurrence
　　　　of　the　acrosome　reaction．　The　same　microscopic　fields　are　shown　for　acrosome　reaction　（AR）　and　bright　field　images．　The
　　　　numbers　above　each　column　show　the　numbers　of　conducted　sperm　（D）．
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Fig．　9［Ca2＋］i　increase　in　sper皿responded　to　various　acrosome　inducers．［Ca2＋］i　mobilization　at　the　single　sperm　level　was
　　　　monitored．　Wild－type（十／十，　A，　C　and　E）and　PLCδ4－deficient（一／一，B，　D，　and　F）spe㎜were　treated　with　ZP（A　and
　　　　B），　PG　（C　and　D），　or　TG　（E　and　F）．　lmages　were　collected　every　2　sec．　The　relative　［Ca2’］i　change　is　calculated　as　ratio
　　　　to　FO　images　and　shown　in　pseudocolor．　The　bar　indicates　I　O　pt　m．　Figures　show　time　（sec）　after　treatment　of　the　reagents．
ことが知られているが、実際、約18％のPLCδ1遺伝
子欠損マウスの皮膚で自然発生的な腫瘍が形成され
た。この腫瘍には、巨大なcystが認められ、脂腺のマー
カーであるoil－red　Oや表皮のマーカーであるKlで
染色される細胞が存在していた。即ち、この腫瘍は表
皮と脂腺としての性質を持った腫瘍であることが判
明した。こうした事実は、PLCδ1が本来、皮膚の幹細
胞の分化の方向性を制御しており、PLCδ1欠損下で
は星細胞から毛包へ向かう分化が抑制され、表皮、脂
腺へと偏って分化した結果、腫瘍形成などの異常が引
き起こされると考えられる（Fig．6）。
ボスフォリパーゼCδ4は精子先体反応において
　　　　　　　　重要な役割を担う
　デルタタイプの別なアイソザイムであるPLCδ4は
ウエスタンプロット及びノザンプロットにより、脳と
（7）
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精巣に限局して発現していることが判明し19）、こうし
た組織において何らかの機能を持つことが推測され
た。そこでPLCδ4の個体での機能を解析するため、遺
伝子欠損マウスを作製することにした。
　ATG翻訳開始コドンをネオマイシン耐性遺伝子に
置き換えたターゲティングベクターを用いることに
より、PLCδ4遺伝子欠損マウスを作製した20）。得られ
た遺伝子欠損マウスは、一見健康で何の異常がない様
に見られたが、自然交配及び体外受精により、オスマ
ウスは強い不妊傾向を示すことが明らかになった。自
然交配では、妊娠までの時間が非常に長いこと、生ま
れる仔数がヘテロ同士の交配では7－10匹に対し、1－3
匹と少ないことから、受精率はヘテロマウスの15％程
度であった。またPLCδ4遺伝子欠損マウスからの精
子を用いた体外受精では、精子数、精子の運動性には
異常が見られなかったが、卵で受精後6時間までの第
二極体の放出がほとんど起こらず、また卵でのカルシ
ウムの上昇も観察されなかった（Fig．7）。このことは
PLCδ4が受精のごく初期に重要な役割を持つことを
示している。
　次にPLCδ4遺伝子欠損マウスでは、受精管のどの
段階で異常があるのかを検討した。体外受精時に卵で
カルシウムの上昇が観察されなかったので、第一に
PLCδ4が卵でのカルシウム誘導因子である可能性を
考えた。PLCδ4遺伝子欠損マウスの精子の頭部を直
接卵に注入し（ICSI）、卵でのカルシウムの上昇を観察
したが、野生型のマウス精子と同様なカルシウムオシ
レーションが生じ、また、正常に卵が発生することか
ら、PLCδ4がカルシウム誘導因子ではないことが明
らかになった。
　精子は頭部と尾から成る非常に特徴のある構造を
持ち、動き回ることができるが、重要な機能の一つは
精子先体反応である。精子先体反応に先立ち、capacita－
tionと呼ばれる準備段階がある。これは精子が卵管を
通過する間に生じるが、まず精子細胞膜からコレステ
ロールが取り除かれ脂質組成が変化することで膜の
不安定化が生じる21）。また、同時に色々なタンパク質
のチロシンリン酸化が起こることが報告されている。
そこでコレステロールの減少量、チロシンリン酸化を
調べたが、野生型マウスとPLCδ4遺伝子欠損マウス
間に有意な差は見られなかったことから、PLCδ4は
capacitationにはおそらく関与しないと考えられた。
更に、卵をDAPIでロードし、卵に入った精子のDNA
を染色することで精子と卵の融合を検討したところ、
PLCδ4遺伝子欠損マウスの精子を用いた場合には卵
で精子のDNAが観察されなかった。このことは、
PLCδ4遺伝子欠損マウスでは、精子と卵の融合の段
階または、それに至るまでの段階で異常のあることを
示唆している。
　更に精巣の免疫組織染色の結果、PLCδ4は精巣の
細精管の一番外側の精子幹細胞である精粗細胞と精
子の三日月型の頭部、先体に発現していることが明ら
かになった（Fig．　8A，　B）。そこで、精子先体反応におけ
るPLCδ4の関与を検討した。精子先体反応の判定に
は、先体が色素で染まりやすい性質を利用したクマ
シー染色法が一般に用いられるが、船体が残っても染
まらないなど技術的な問題があった。我々は、精子先
体反応が生じた際に、先体の内側に存在するタンパク
質であるアクロシンが露出することを利用した新し
い蛍光検出法を開発した。この方法を用いて透明帯
（ZP）の他、プロゲステロン（PG）やタブシガルギン
（TG）などによる精子平体反応の誘導をPLCδ4遺伝
子欠損マウスと野生型マウスの精子で比較したとこ
ろ、ZP及びPGによる精子先体反応がPLCδ4遺伝子
欠損マウスでは著しく阻害されていた22）（Fig．8c，
D）。ZP，　PG処理では先体反応に不可欠な精子内のカ
ルシウムの上昇が生じない、または一過1生で小さいこ
とが判明した（Fig．9）。これらのことから、　PLCδ4遺
伝子欠損マウスのオスの不妊は、カルシウム上昇不全
による精子先体反応の異常に起因することが判明し
た。即ち、PLCδ4が卵の透明帯通過に必須な精子先体
反応に重要な役割を持つことが明らかになった。
ボスフォリパーゼCζ（zeta）は精子由来の卵での
　　　　　カルシウム誘導因子である
　受精の瞬間には、ウニ、カエル、マウスなど種を越
えて、卵でカルシウムオシレーションと呼ばれる周期
的なカルシウムの上昇が観察される23）。一過性でもな
く、持続性でもない、周期的なカルシウムの上昇がど
のようなメカニズムで生じるのかは現在でもはっき
りわかっていないが、2つのメカニズムの可能性が想
定されている。第一は、精子が卵に結合した際に、卵
の細胞膜上の受容体が活性化され、Gタンパク質に制
御された卵のPLC活性化によって（1，4，5）IP3が産
生され、卵の中のカルシウムストアからカルシウムが
放出されるメカニズムである。二つ目は、精子と卵の
融合の際に、精子からカルシウムオシレーションを誘
導する因子が卵に入り、これによってカルシウム上昇
（8）
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が起こると考えるメカニズムである。精子の頭部を直
接卵に注入したり、精子から液体クロマトグラフィー
を使って部分的に精製した分画を直接卵に注入する
と、カルシウムの上昇が誘導されることから、カルシ
ウム誘導因子の存在が哺乳動物では支持されている。
また、カルシウム動員を引き起こすPLCがその候補
として挙げられていたが、最近、多くの研究者らに
よって追い求められてきた誘導因子はPLCζである
ことが報告された24）。Saundersらは、PLCζのRNAを
卵に注入することで、生理的なパターンに似たカルシ
ウムオシレーションが生じることを報告している。
我々も最近バキュロウイルスで発現したPLCζを卵
に注入すると、カルシウムオシレーションが生じるこ
とを報告した25）。こうした事実は、PLCζが卵でのカ
ルシウム誘導因子であることを示している。しかしな
がら、PLCζを含まないカラムの分画にも活性が存在
するなど、PLCζが唯一のカルシウム誘導因子なの
か、今後の検討が必要であると思われる。
おわりに
　多くの酵素は、哺乳動物においていくつかのアイソ
ザイムが存在し、ファミリーを形成している。現在、
ファミリーを形成する多くの酵素では1つの遺伝子
を欠損してもなかなか独自の表現型を示すことは少
ないが、PLCアイソザイムの場合は、現在までに作製
された各々のアイソザイムの遺伝子欠損マウスが異
なる表現型を示している点は、極めて興味深いところ
である。このことは、それぞれのPLCアイソザイムは
他のアイソザイムと機能を分担・相補しながらも、固
有の機能を持っていることを示している。
　PLCデルタタイプは、最も基本的構造を持ち、進化
的に古くから保存されているPLCである。　PLCδ1は
皮膚の幹細胞の分化の方向性の制御に、PLCδ4は精
子の先体反応に必須な酵素であることを我々は明ら
かにした。また、PLCδ4は精子の幹細胞である精祖細
胞に発現がみられるなど、デルタタイプは組織幹細胞
で働くという普遍的な性質を持つことが示唆される。
こうした事実は、培養系ではなかなかデルタタイプの
機能を推測するデータを得ることが難しかったこと
と関連しているかもしれない。我々はすでにPLCδ3
遺伝子欠損マウスも作製しており、このマウスの表現
型を解析していくことで、機能を発現する組織は異
なっていても、デルタタイプの共通性を明らかにでき
るのではないかと考えている。
　PLCεやPLCζについては未だ遺伝子欠損マウス
が作られていないが、すでに生理的に非常に重要な機
能に関与していることが判明しているので、今後の展
開に注目したい。
　古くて新しいイノシトールリン脂質代謝では、（1，4，
5）IP3やDAGなどセカンドメッセンジャー産生を介
したシグナル伝達経路、PI3一キナーゼを介する伝達経
路、そしてリン脂質自体がタンパク質のドメイン構造
と結合してタンパク質の局在や活性を調節すること
が判明している。脂質は解析が難しいと敬遠されがち
であるが、タンパク質を制御するイノシトールリン脂
質代謝の潜在的な可能性は大きい。少しでも多くの
方々が興味を持っていただければ幸いである。
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